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(57) Abstract: A THl specific CD4 T cell line, inducing an efficient CDS response against an infection caused by an infectious 
agent, is obtained by removing from a donor a biological sample containing T cells; isolating the CD4* T cells from said sample; 
simultaneously providing dendritic cells isolated from the same sample or another sample derived from the same donor; subjecting 
the previously isolated CD4+ T cells to in vitro immunisation with a peptide of a protein of the infectious agent exhibiting at least a 
T epitope, in the presence of the previously obtained dendritic cells; performing at least a restimulaiion, in the same conditions as 
for immunisation, optionally substituting the dendritic cells with B cells from the same donor. 

(57) Abr^g^: On obtient une lignee de lymphocytes T CD4 specifiques de type THl, induisant une reponse CDS efficace contre une 
infection provoquee par un agent infectieux, en pr^levant sur un donner un echantillon biologique contenant des lymphocytes T; iso- 
lant les lymphocytes T dM"*" a partir de cet echantillon; parallelement se procuranl des cellules dendriliques isolees a paitir du meme 
echantillon ou d*un autre echantillon provenant du meme donneur; soumettant les lymphocytes T CD4"^ isolees precedemment a une 
immunisation in vitro avec un peptide d'une prot^ine de I'agent infectieux presentant au moins un epitope T, en presence des cellules 
dendritiques obtenues precedemment; effectuant au moins une restimulation, dans les m§mes conditions que rimmunnisation, avec 
.remplacement 6ventuel des cellules dendritiques par des cellules B da meme donneur. 
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Lignees des lyxttphocytes T CD4 specifiques de type THl et 
proced6 pour leur induction ex vivo. 

invention concerne I'obtention ex vivo de 
lymphocytes T CD4 specifiques de type THl. 

Elle a plus particulierement pour objets de tels 
lymphocytes et un procede pour leur obtention par induction 
5 ex vivo de lignees de lymphocytes T CD4 specifiques de type 
THl dans un but immunoprophylactique ou th^rapeutique vis-^- 
vis d' infections provoquees par un agent infectieux tel 
qu*un virus, xine bact6rie ou un parasite. 

Le.contexte dans lequel se situe 1' invention est 

10 ejqplicitd ci-aprfes en reference avec 1' infection par le 
Virus de 1 ' Immunodef icience Humaine (VIH) qui mobilise de 
nombreiix chercheurs depuis une quinzaine d'annees, ce qui 
permet de disposer d'un volume important de donnees. 

L' infection par le VIH se caracterise par une 

15 hyperactivite chronique du systeme irarmmitaire qui contraste 
avec un deficit de nombreuses fonctions des cellules du 
systeme immunitaire. Idealement, la vaccination centre le 
VIH doit permettre de transformer 1' infection chronique en 
infection aigue, ceci en amplifiant et en accelerant la 

20 reponse immunitaire naturelle. A ce jour, la recherche 
vaccinale sur le VIH s'est principalement orientee vers deux 
axes : d'une part, 1' induction d'une reponse hiomorale mediee 
par des anticorps neutralisant le virus et, d' autre part, 
1' induction d'une immunite a mediation cellulaire- 

25 Bien que des experiences de neutralisation aient 

permis d' observer des resultats positifs en termes de 
protection, 1 ' utilisation exclusive d'anticorps 
neutralisants dans une optique vaccinale apparait peu 
applicable en raison d' iziiportantes limitations telles que la 

30 restriction ^ des isolats viraux minoritaires ainsi qu'une 
concentration d'anticorps requise tres 6lev6e. 

En revanche, les informations issues des 
recherches concernant les composantes cellulaires de la 
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reponse irnmunitaire anti-VIH sont plus encourageantes . En 
effet, les donnees relatives a I'activite cytotoxique m^diee 
par les lymphocytes T8 suppresseurs cytotoxiques qui 
expriment le marqueur CD8, appeles ci-apr^s lymphocytes T 
5 CDS [lymphocytes T cytotoxiques (Cytotoxic T Lymphocytes ou 
CTL) ] revelent une correlation entre 1' apparition de cette 
activite et le contr61e de I'infection virale, Des 
lymphocytes T cytotoxiques diriges contra des sequences 
deriv^es de proteines virales apparaissent tres rapidement 

10 lors de la reponse immune d6clench6e par 1' infection virale. 
D'une mani^re g6n6rale, ils jouent ion r&le important en 
eliminant les cellules infect^es par le virus dans les 
infections aigues et en bloquant la replication virale lors 
d' infections persistantes . Ces reponses cytotoxiques, tout 

15 comme 1' induction d'anticorps neutralisants , sont 
6troitement associees aux r6ponses dites T auxiliaires 
connues sous la denomination "T helper" (en abrege TH) 
m^diees par les lymphocytes T4 qui expriment le marqueur 
CD4, appeles ci-apres lymphocytes T CD4 . Ainsi, une * 

20 augmentation de la reponse TH permet d'obtenir une r6ponse 
CTL optimale. En particulier, chez les individus qui 
contr61ent la viremie en 1' absence d'une therapie 
antivirale, de tres fortes reponses prolif eratives des 
lyctphocytes T CD4 specif iques du virus sont observees. Dans 

25 tous les cas, il apparait clairement etabli qu'une nette 
reponse CD4 est indispensable pour I'obtention d'une reponse 
CD8 efficace. Ainsi, dans le cadre d'une approche vaccinale, 
il inporte desormais de preciser la nature de la reponse CD4 
obtenue. Une reponse de type THl {IFN-y, IL-2) ou de type 

30 TH2 (IL-4) n'a pas la m§me signification car I'on peut 
craindre que dans le deuxi&ne cas, elle soit par exemple 
plus nuisible qu' utile a la vaccination, et 1' ensemble des 
travaux realises jusqu'ci present demontrent clairement 
1' importance des cellules THl productrices d'lFN-y dans 

35 I'immxxnite protectrice anti-VIH. Mais 1' orientation vers wcx 
type ou 1' autre de reponse est tres dif f icilement 
controlable apres injection d'un antigene a un individu, en 
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fonction du polyinorphisme genetique exprim^ par ce dernier - 

La demande de brevet WO 94/02156 (PCT/US93/06653 ) 
deposee le 15 juillet 1993 et qui revendique tine priori te du 
16 juillet 1992, concerne des precedes utilisant des 
5 cellules dendritiques pour activer des cellules T. Ces 
precedes sont bases sur les connaissances qui etaient 
disponibles a cette 6poque en ce qui concerne les 
coirposantes cellulaires de la reponse immunitaire, notamment 
anti-VIH. 

10 Dans cette demande, les auteurs proposent un 

protocole de purification de cellules dendritiques a des 
fins de therapie cellulaire. Ces cellules dendritiques sont 
directement puisnes par un antig^ne, pour activer et 
expandre des cellules T (CD4 et CDS) specif iques. Ce 

15 protocole necessite plusieurs etapes d'isolement pour 
obtenir ime purete de 80 a 90 % des cellules dendritiques. 

Les auteurs rapportent des experiences 
d' immunisation in vitro de cellules T autologues par des 
cellules dendritiques "exposees" a la KLH (Keyhole Liiripet 

20 Hemocyanine : h&nocyanine de lamproie) ou a la SWM (Sperm 
Whale Myoglobin : myoglobine de cachalot). lis n'abordent ni 
1 * orientation de la reponse T CD4 induite dans ces 
experiences, ni la question du genotype HLA du donneur. 
L* activation des cellules est caracterisee uniquement sur la 

25 base d'une r6ponse proliferative et les auteurs semblent 
prevoir une expansion k long terme (6 a 8 semaines) des 
cellules T CD4 (ou T CD8) avant de les utiliser dans des 
protocoles de therapie cellulaire . 

Dans le cas particulier de 1' infection par le 

30 VIH, les auteurs utilisent un peptide de la prot^ine gag de 
VIH pour des immunisations in vitro de cellules T autologues 
de donneurs seronegatif s . lis ne s ' interessent qu'a 
1* induction d'lme reponse CDS sp6cifique qu*ils se proposent 
d' utiliser dans le cadre d'une therapie cellulaire 

35 adoptive : 

- dans les stades tardifs de la maladie, par transfert de 
cellules T CDS de sujets sains HLA compatibles, 
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- dans les stades pr^coces de la maladie, par transfert de 
cellules T CDS autologues (apres reactivation ex vivo) on 
de sujets sains HLA compatibles. 

En conclusion, la demande de brevet WO 94/02156, 
5 dans le cas particulier de 1' infection par le VIH, constitue 
une approche pour I'obtention d*une reponse CDS. Elle 
n' expose toutefois pas les moyens permettant d'induire une 
reponse CD4 THl (plus parti culierement g^neratrice d*une 
production d'lFN-y) specif ique, ' permettant une protection 

10 centre des d6sordres infectieTix et ceci quel que soit le 
genotype HLA du donneur. De plus, les proc6d6s et protocoles 
decrits ou prevus dans cette demande sont fastidieux ou 
longs (purification des cellules dendritiques en plusieurs 
etapes, expansion sur 6 a 8 semaines des cultures de 

15 cellules CD4 ou CDS) . 

La presente invention remedie a ces lacunes et 
inconvenients . 

Selon un premier aspect, elle a pour objet une 
lignee de lymphocytes T CD4 specif iques de type THl 

20 induisant, de maniere efficace, des lymphocytes T 
cytotoxiques, c*est-^-dire une reponse CDS efficace, contre 
une infection provoquee par un agent infectieux comme par 
exeitple un virus, une bacterie ou un parasite, 

Selon un autre aspect, 1* invention a pour objet 

25 un procede permettant' d*induire ex vivo, de fagon 
standardisee, une telle lignee. 

Plus precisement, 1* invention a egalement pour 
objet un procede d' induction ex vivo d'une lignee de 
lymphocytes T CD4 sp^cifiques de type THl telle que definie 

30 ci-dessus, lequel procede comprend essentiellement les 
etapes consistant k : 

a) prilever sur un donneur un 6chantillon biologique 
contenant des lyittphocytes T ; 

b) isoler les lyinphocytes T 004"*" a partir de 1 'echantillon 
35 preleve a I'etape a) ; parallelement 

c) se procurer des cellules dendritiques Isoldes a partir 
du meme echantillon ou d'un autre echantillon provenant 
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du mgme donneur ; 

d) soumettre les lymphocytes T CD4^ isoles a I'etape b) a 
line reaction iiranunologique ou immunisation in vitro avec 
un peptide d'une proteine de 1' agent infectieux 

5 pr6sentant au moins iin epitope T, de preference un 

epitope T et un epitope B, en presence des cellules 
dendritigues de I'etape c) ; 

e) effectuer au moins une restimulation, de preference de 
une a trois restimulations , dans les m§mes conditions 

10 que 1 ' immunisation, en remplagant ^ventuellement les 

cellules dendritigues par des cellules B du mime 
donneur , 

On entend ici par "peptide d'une proteine de 
1' agent infectieux" un peptide dont la sequence est 

15 identique a celle de la fraction correspondante de ladite 
proteine ou est modifi^e par apport d'une partie lipidique 
ou par induction d'une d^generescence contr616e 
chimiquement , dans une mesure telle que sa fonction soit 
maintenue, ou un melange d'au moins deux peptides tels que 

20 definis ci-dessus. 

Selon ce precede, des lymphocytes T isoles 
dans une etape precedente, sont soumis directement a une 
reaction iimnunologique ou immunisation in vitro avec un 
peptide d'une proteine de 1' agent infectieux a conibattre/ en 

25 presence de cellules dendritiques prealablement isolees . 

Ce proc6d6 peut etre mis en oeuvre sur tout 
6chantillon biologique humain ou animal contenant des 
lymphocytes T. II pr^sente, a priori, un interSt particulier 
dans ses applications a I'etre humain. Dans ce cas, pour des 

30 raisons deontologiques et pratiques evidentes, I'echantillon 
biologique utilise est de preference le sang et, pour les 
applications de type immunoprophylactique ou therapeutique, 
il s'agit de sang autologue. 

L* aptitude de ce proced^ a induire des lign^es de 

35 lymphocytes T CD4 specif iques de type THl n^cessaires ci la 
generation de CTL a, comme le montrent les exemples decrits 
plus loin, ete verifiee sur differents agents pathogenes. 
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Dans le cas particulier du VIH, les lignees de 
lymphocytes T CD4 specifiques de type THl necessaires a la 
generation de CTL peuvent §tre reinject^es dans des 
protocoles de therapie cellulaire anti-VIH. Les patients 
5 traites peuvent §tre notainraent des patients seropositifs en 
phase asymptomatique a taux de cellules T CD4 encore intact 
ou des patients en cours de renouvellement cellulaire sous 
therapie antivirale ^ haute efficacite (Highly Active 
AntiRetroviral Therapy (HAART) . En effet, chez ces demiers, 

10 si on constate une nette et rapide diminution de la viremie, 
le virus n'est pas eradique et malgre une restauration du 
taux de cellules T CD4 et de la r^ponse immunitaire globale 
(lutte centre les infections opportunistes associ^es) , on 
n' observe pas de r^apparition de la r^ponse THl specif ique 

15 centre le VIH, qui est necessaire a 1 • elimination de ce 
dernier. Les lignees de lymphocytes T CD4 specif icjues de 
type THl obtenues ex vivo selon 1 ' invention peuvent done 
§tre utilis^es en complement a une HAART, par exemple \me 
tritherapie, pour la restauration du potentiel THl. 

20 II va de soi que pour des infections provoquees 

par d*autres agents infectie\ix, le protocole d' utilisation 
peut etre different. Les lignees peuvent notamment, dans 
certains cas , etre utilisees seules , c ' est-a-dire ne pas 
servir de complement a une therapie, par example lor squ'il 

25 s'agit d'effectuer la vaccination d'un sujet sain. 

Dans toutes ces applications, les lymphocytes T 
CD4 specif ic[ues de type THl selon 1' invention sont des 
cellules autologues dent le transfert est capable d'induire 
une reponse CD8 efficace in vivo, sans apport de cellules 

30 CD8- 

Les exemples illustratif s qui suivent sont 
destines k itdeux eacpliquer 1* invention. 



35 
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Exemple 1 : Preparation d^\me lianee de lymphocytes T CD4 
specif icrues de type THl, anti-VIH et resultats 



1- Preparation. 

5 Dans cet exemple, I'inducteur est le peptide 

56-68 de la proteine Nef (Negative Factor) de .27 kDa qui est 
line proteine de regulation du VIH decrite initialement comme 
ayant un effet inhibiteur sur la replication virale in 
vitro. Le gene Nef est localise en 3 ' du gene Env de VIH. 
10 References : "The HIV Nef protein : facts and hypotheses", 
Guy, B. et al.. Res. Virol., janv-f^v. 1992, 143(1), 34-37 
et "Virological and cellular physiological roles of HIV Nef 
protein", Venkatesan, S., Res. Virol, jan-f^v 1992, 143(1), 
38-42. 

15 La sequence de la proteine Nef est decrite dans : 

"Complete nucleotide sequence of AIDS virus, HTLV-III", 
Ratner, L. et al., Nattire 1985, 313, 277-284. 

La sequence du peptide 56-68 de la proteine Nef 

du VIH est 



20 



Ac - AWLEAQEEEEVGF- CONH2 



Ce peptide contient a la fois un Epitope T et xin 

epitope B. 

25 References : "T helper cell epitopes of the hxaman 

immunodeficiency virus (HIV-l) nef protein in rats and 
. chiirpanzees" , Estaquier et al., Mol. Immunol, avril 1992, 
29(4), 489-99, "Determination of B-cell epitopes of nef 
HIV-l protein : imm\mogenicity related to their structure", 

30 Estaquier et al., Mol. Immunol, nov 1992, 29(11), 1337-45 et 
"Comprehensive delineation of antigenic and immunogenic 
properties of peptides derived from the nef HIV-l regulatory 
protein", Estaquier et al.. Vaccine 1993, 11(11), 1083-93. 

Le milieu biologique utilise est le sang humain 

35 periph6rique . Les 6chantillons (100 ^ 150 ml) repertories 
dans le tableau qui suit provenaient de dif f^rents donneurs 
types pour les molecules de la classe II du complexe majeur 
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d'Mstocoitpatibilite (CMH) , en particulier HIjA~DR, 

Le sang total, dilue au demi dans du tampon 
phosphate (PBS) est depose sur une solution pour gradient, 
specif ique de l*isolement des cellules mononucleees du sang 
5 periph^rique humain, Ficoll-Paque® Amersham Pharmacia 
Biotech (Suede) , selon les recommandations du fabricant et 
1 ' anneau de cellules mononucleees est recupere apres 
centrifugation (400 g, 20 min, 20°C) . 

Les monocytes sanguins CD14+ sont isol6s par 

10 selection positive (Systfeme Macs, Milteny Biotech, 
Allemagne) , Les cellules dendritiques sont ensuite obtenues 
a une purete de 80 d 90 % au moins, en une seule etape, par 
dif f erenciation in vitro de ces cellules CD14+ mises en 
presence d'IL-4 (1000 U/ml) et de 6M-CSF (800 U/ml) pendant 

15 cinq jours en milieu complet a 10 % de s6rum de veau foetal 
(SVF) . Les cellules CD14'" sont de leur cote conservees en 
milieu complet ^ 10 % de serum htomain de groupe AB+ pendant 
egalement cinq jours. 

Au bout de ces cinq jours, les lymphocytes 

20 T C'Di'^ sont isoles par depletion ou selection negative 
(Systeme Macs, Milteny Biotech) a partir des cellules CD14~ 
obtenues precedemment . 

Les lymphocytes T CD4"*' (1.10^ /ml) sont ensuite 
immunises in vitro par le peptide 56-68 de la proteine Nef 

25 (50 \ig /ml) en presence des cellules dendritiques (DC) 
obtenues parallelement (1.10^ /ml) . ' 

Les inventeurs ayant pu montrer que la 
congelation n'affecte pas la f onctionnalit6 des cellules 
dendritiques, les cellules dendritiques restantes sont 

30 congelees et utilis6es pour la premiere restimulation par le 
peptide Nef 56-68 qui a lieu quinze jours apres 
1 • immunisation . 

Pour les restimulations ulterieures, les cellules 
dendriditiques sont en g6n6ral remplac6es, notamment au-dela 

35 de la deuxi^e restimulation, par les cellules B du donneur, 
isolees a partir du m§me prelevement par depletion des 
cellules CD4^ en cellules CD8+ (Systeme Macs, Milteny 
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Biotech) - Toutefois, des cellules dendritiques congelees 
peuvent §tre utilisees dans toutes les restiimilations, pour 
autant qu*on en ait des quantites suffisantes. 

Le schema 1 qui suit resume les differentes 
5 etapes d'obtention, a partir du sang complet, des 
differentes cellules utilisees : cellules dendritiques, 
lymphocytes T CD4+ et cellules B. 



Schema 1 



10 



15 



Cellules CD14^* 

+ IL-4 + GM-CSF 



20 



25 Cell, 

Dendritiaueg 



Sang HLA Type 



Ficoll 
VarioMacs 



Cellules CD14- 



5 jours 



VarioMacs 



Cell, CD4* 



Cell. CI)4* 



VarioMacs 



30 



Cell.. CD8+ 



Cell. CDS" 
= Celi: B 



Dans les essais recapitules dans le tableau qui 
suit, I'obtention de lymphocytes T CD4 specif iques de type 
35 THl se resume comme suit : 
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Iinmxinisation in vitro (I) 
Cellules CD4:^ + cellules dendritiques + peptide . 
Culture : 15 jours 

5 lere Restimulation (IS) 

Cellules CD4+ + cellules dendriticjues + peptide 
Culture : 15 jours 

2 erne Restirttalation (2S) 
10 Cellules CD4+ + cellules dendritiques ou B + peptide 
Culture : 15 jours 

3 erne Restiimilation (35) 
Cellules CD4+ + cellules B + peptide 
15 Culture : 15 jours 

2- Resultats. 

La production, de cytokines et 1' induction 
d'anergie (non-reponse) ont 6t6 examinees. 

20 

a) Production de cytokines. 

La production d'lFN-y, d'IL-2, d*IL~4 et d'IL-5 a 
ete recherchee dans les surnageants de culture des 
lymphocytes T CD4+ 24 h et 48 h apres 1 » immiinisation in 

25 vitro (I) et apres les restimulations successives (IS, 2S et 
3S) par le peptide 56-68 de la proteine Nef , en utilisant 
une m^thode ELISA. 

Les r^sultats' montrent clairement une orientation 
de type TH 1 de la r^ponse obtenue, avec des productions 

30 inqoortantes d'lFN-y et/ou d'IL-2 mais jamais d'IL-4 ou 
d'IL-5, et ceci quel que soit le genotype DR du pr^levement. 

b) Induction d'anergie. 

On constate, selon le cas, des la deuxieme ou la 
35 troisieme restimulation par le peptide, une forte 
diminution, voire le plus souvent une disparition de la 
production d'lFN-y et/ou d'IL-2. 
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II seinble done que la r^ponse optimale est 
obtenue apres la deuxieme presentation du peptide (lere 
restimulation) et que des restiraulations repetees ont 
tendance a anergiser les lyinphocytes T CD4 prepares dans cet 
5 exeraple. 

Dans ces conditions, la reinjection des cellules 
au patient doit avantageusement avoir lieu apres 
1 * inctibation qui suit la lere restimulation, soit environ 
apres un mois de culture. 
10 Les inventeurs ont demon tr6 qu'aprfes iirattonisation 

in vitro par le peptide 56-68 de la prot^ine Nef , on genere 
tres rapidement (sous 10 jours) des cellules T 004+ 
presentant un phenotype de cellules memoires effectrices 
produisant de I'lFN-y apr^s restimulation par le peptide 56- 

15 68 de Nef. Ce phenotype est donn6 sur la base d'une 
diminution des marqueurs CD45RA (caracterisant les cellules 
T naives) et CD62Ligand (recepteur de homing des cellules T) 
et d'une augmentation du marqueur CD45RO (caracterisant les 
cellules T memoires) qui atteint 36 % ^ JIG. 

20 Comme dans 1' infection par le VIH, 1* apparition 

de cellules CD4 memoires specifiques du virus est 
actuellement consideree comme un facteur de bon pronostic 
dans 1' evolution de la maladie, cela renforce 1 ' inter§t 
d'utiliser le protocole d* immunisation in vitro selon 

25 1' invention, en utilisant le peptide 56-68 de la proteine 
Nef, a des fins de therapie cellulaire chez des sujets 
inf ectes . 

II va de soi que pour un patient donne et un 
protocole donn6 dif f^rents facteurs peuvent intervenir dans 
30 I'obtention de la reponse optimale recherchee, en 
particulier en ce qui conceme le moment ou elle intervient. 
Un suivi in vitro des r^sultats s'avfere done recommand^, 
voire n^cessaire dans chaque cas. 



wo 01/49821 



PCT/FROO/03708 



12 



cn 



cn 



i 



O 

u 



o 

H 
H 



CQ 
Q) 

cn 



H 



0) 



CD 
cd 



CO 
CQ 



cn 



H 



in 



H 



CM 



H 



CM 



cn 



H 



in 



H 



\0 



H 



H 



00 



H 



CM 



H 



H 



H 



cn 



CSI 



H 



wo 01/49821 



PCT/FROO/03708 



13 

Exemple 2 

On precede coinme dans 1' exemple 1 en utilisant le 
peptide 190-211 de la Sna 28 GST, Glutathion S Transferase de 
28 kDa du parasite Schistosoma mansoni/ appele 
5 Sm 28 GST 190-211 dont la sequence est : 

NH2-ENLLASSPRLAKYLSNRPATPF-COOH 

Apr^s immunisation in vitro et une restimulation, 
10 les lymphocytes T CD4 ont une orientation de type THl (avec 
des productions importantes d'lFN-y et/ou d'IL-2 mais jamais 

d'IL-4 ou d'IL-5) de la r^ponse obtenue, et ceci quel que 
soit le genotype DR du prelevement. 
Exemple 3 

15 On precede coirane dans I'exeraple 1 en utilisant le 

peptide 830-846 de la toxine t^tanique. Ce peptide est 
appel6 TT 830-846. Sa sequence est : 

AC-QYIKANSKFIGITELKK-CONH2 

20 

Apr^s immunisation in vitro et une restimulation, 
les lymphocytes T CD4 ont une orientation de type THl (avec 
des productions importantes d*IFN-Y et/ou d'IL-2 mais jamais 

d'IL-4 ou d*IL-5) de la reponse obtenue, et ceci quel que 
25 soit le genotype DR du pr61fevement. 
Exemple 4 

On precede comme dans 1' exemple 1 en utilisant le 
peptide 307-319 de 1 ' h&naglutinine du virus Influenza. Ce 
peptide est appele HA 307-319. Sa sequence est : 

30 

AC-PKYVKQNTLKLAT-CONH2 

Apres immunisation in vitro et une restimulation, 
les lyittphocytes T CD4 ont une orientation de type THl (avec 
35 des productions inportantes d'lFN-y et/ou d'IL-2 mais jamais 
d'IL-4 ou d'IL"5) de la r4ponse obtenue, et ceci quel que 
soit le g&iotype DR du prelevement. 
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Les exemples 2 a 4 montrent que le precede qui a 
ete decrit en detail i propos du VIH peut St re generalise 
aux infections dues a d'autres virus, aux bactefies et aux 
parasites. 

5 Les inventeurs ont demontre que malgre cette 

generalisation du precede, le repertoire T (determine sur la 
base de 1* expression des regions Vbeta du recepteur T) 
exprime par la cellule T CD4 induite 6tait specif ique du 
peptide utilise pour 1 * immunisation in vitro, 
10 Ainsi, les clones T d6riv6s apres iinntunisation in 

vitro et une restimulation par le peptide 56-68 de la 
proteine Nef pr^sentent tous un profil de rdponse THl et une 
expression pr6f6rentielle de Vp6.1- En revanche, les clones 

derives, dans les m§mes conditions, avec le peptide de 
15 I'exemple 3 (peptide 830-846 de la toxine t6tanique) ou de 
I'exemple 4 (peptide 307-319 de 1 'hemaglutinine du virus 
Influenza), s'ils presentent tous un profil de reponse Thl, 
expriitient un repertoire different : respectiveitient V^S pour 
I'exemple 3 et Vp2 pour I'exemple 4, ce qui confirme le 
20 caract^re peptide- specif ique de la reponse induite. 

En conclusion generale, la presente invention 
permet de generer tres rapidement des cellules CD4 THl, 
specifiques, productrices d'IFN-Y/ presentant un phenotype 

de cellules memoires et ceci quel que soit le genotype HLA 
25 du donneur. 

Par consequent, ces cellules peuvent §tre 
utilisees dans des protocoles de therapie cellulaire, par 
transfert adoptif dans les 10 jours suivant 1 'immiinisation 
ex vivo, dans toutes les pathologies ou ce type de cellules 
30 a et6 decrit comme protecteur et en particulier dans 
1' infection par le VIH (notamment par la generation de 
cellules specifiques du peptides 56-68 de la proteine Nef) . 
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KEVENDICATIONS . 

1. - Lignee de lymphocytes T CD4 specif iques de 
type THl induisant, de maniere efficace, des lyntphocytes T 
cy totoxiques , c'est-a-dire une reponse CDS efficace, centre 

5 une infection provoquee par un agent infectieiix tel qu'un 
virus, une bacterie ou un parasite. 

2. - Precede d*induction ex vivo d'une lignee de 
lymphocytes T CD4 sp6cifiques de type THl selon la 
revendication 1, lequel proc^de comprend essentiellement les 

10 etapes consistant k : 

a) prelever sur un donneur un echantillon biologique 
contenant des lymphocytes T ; 

b) isoler les lyinphocytes T CD4*^ a partir de 1 ' Echantillon 
prelev6 a I'etape a) ; parallelement 

15 c) se procurer des cellules dendritiques Isoldes a partir 
du m&ne Echantillon ou d'un autre Echantillon provenant 
du m&ne donneiir ; 

d) soumettre les lymphocytes T CD4 isolEs a I'Etape b) a 
une reaction immunologique ou immunisation in vitro avec 

20 un peptide d*une proteine de 1 * agent infectieux 

presentant au moins un epitope T, de preference un 
epitope T et un epitope B, en presence des cellules 
dendritiques de I'etape c) ; 

e) effectuer au moins une restimulation, de preference de 
25 une a trois restimulations , dans les m§mes conditions 

que 1 ' immunisation, en remplagant Eventuellement les 
cellules dendritiques par des cellules B du m§me 
donneur. 

3. -" ProcedE selon la revendication 2, caracterise. 
30 en ce que 1 ' Echantillon biologique est un Echantillon de 

sang, de prefErence pEriphErique . 

4. - ProcEdE selon la revendication 2 ou 3, 
caracterisE en ce que 1' agent infectieiix est le VIH. 

5. - ProcedE selon la revendication 4, caractErisE 
35 en ce que la proteine est une protEine de regulation du VIH. 

6. - ProcEdE selon la revendication 5, caractErisE 
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en ce que le peptide est le peptide 56-68 de la prot^ine Nef 
de regulation du VIH . 

7. - Procide salon I'une quelconque des 
revendications 2 a 6;- caracterise en ce que les lymphocytes 

5 T CD4 sont cultives avant la premiere restimulation et 
ensuite entre deux restimulations successives pendant 
environ quinze jours a chaque fois. 

8. ~ Lignee de lymphocytes T CD4 specif iques de 
type THl obtenus a partir du sang d*un donneur et induisant, 

10 de maniere efficace, des lyirqphocytes T cytotoxiques, c'est- 
^-dire ime reponse CDS efficace, contre une infection 
provoqu6e par vm agent infectieux tel qu'un virus, ime 
bacterie ou un parasite, pour le traitement 
immunoprophylactique ou th^rapeutique dudit donneur. 

15 9.- Lignee selon la revendication 8, caracterisee 

en ce que 1' agent infectieux est le VIH. 



